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L' invention conceme des denv£s de nucleosides, des precedes 
de fabrication de ces derives de nucleosides, ainsi que des anticorps 
polyclooaux et monoclonaux specifiques des d£riv£s p recites. Ces 
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compreoant un site amine Libre, un aminoalkyle polystyrene ou une silice greffec avec une chaine alkylamine et R 3 represente une base 
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DERIVES DE NUCLEOSIDES , PROCEDES DE FABRICATION DE CES 
DERIVES DE NUCLEOSIDES ET ANTICORPS POLYCLONAUX ET 
MONOCLONAUX SPECIFIQUES DE CES DERIVES 

5 L' invention concerne des derives de nucleosides, 

des procedes de fabrication de ces derives de nucleosi- 
des, ainsi que des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
specif iques des derives precites. 

La macro molecule d' A.D.N. . (acide desoxyribonu- 
10 cleique) est le constituant des chromosomes et les 
differents segments de cette molecule forment les ge- 
nes, supports des caracteres hereditaires . L'A.D.N. se 
presente sous la forme d'une double helice spiralee, 
formee alternativement de sucre (desoxyribose) et de 
15 „ phosphate, les spirales des deux chaines etant reunies 
localement par des groupements de bases nucleiques 
azotees, de type purinique ou pyrimidinique . Les 
nucleotides constituant l'A.D.N. sont les esters 
phosphoriques des nucleosides . 
20 Les bases nucleiques de 1'A.D.N. d'un individu (ou 

d'un animal ou d'un vegetal) peuvent §tre modifiees et 
endommagees lorsque cet individu est expose a un 
rayonnement solaire intense, au rayonnement cosmique 
(vols intercontinentaux) , a des photosensibilisateurs, 
25 au contact avec l 1 ami ante ou a une irradiation 
ionisante, que celle-ci soit accidentelle ou due a un 
traitement de radiotherapie . Ces modifications des 
bases nucleiques de 1 'A.D.N. pouvant entrainer une 
modification importante du patrimoine genetique de 
30 1 ' individu concerne, il est particulierement important 
de detecter si de telles modifications se sont 
produites et de preciser la nature des modifications 
survenues. 

II serait done interessant de mettre au point une 
35 technique de dosage susceptible d'etre utilisee chez 
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les patients suspectes d 1 avoir subi des modifications 
de "leur A.D.N. 

Parmi les diverses techniques de dosage permettant 
de determiner la presence d' A. D.N. modifie dans un 
5 echantillon, les immunodo sages consistent a faire rea- 
gir un anticorps specif ique d'une modification particu- 
liere de l'A.D.N- avec un echantillon contenant de 
I'A.D.N isole ou hydrolyse. Ces anticorps sont 
generalement produits par clonage. 

10 La fabrication d' anticorps polyclonaux (ou mono- 

clonaux) necessite tout d'abord la fabrication d f anti- 
genes specif iques, c'est-a-dire de nucleosides ou de 
nucleotides dont les bases nucleiques ont subi les 
modifications que l'on cherche a detecter, ces 

15 nucleosides ou nucleotides etant lies a une grosse 
molecule,, par exemple une proteine. Un nucleoside ou un 
nucleotide seul trop petit n'est pas pergu par le 
systeme immunitaire. Ensuite, les anticorps polyclonaux 
sont produits par un mammifere qui a regu une injection 

20 de l'antigene precite, cet antigene comprenant une 
proteine etrangere au mammifere considere, iiee a un 
haptene (molecule de petite taille contre laquelle on 
souhaite obtenir les . anticorps specif iques ) . 

On connait deja d'apres 1 1 art anterieur des tech- 

25 niques de dosages immunologiques des acides nucleiques. 
L' article de Christopher P. WILD : "Antibodies to 
D.N. A. alkylation adducts as analytical tools in chemi- 
• cal carcinogenesis"/ Mut. Res., (1990), 233, 219-233, 
est justement consacre aux anticorps specifiques de 

30 nucleotides dont les bases nucleiques ont subi des 
modifications par alkylation. Cet auteur insiste sur le 
role des anticorps dans les dosages immunologiques 
utilises dans les etudes epidemiologiques des cancers 
humains et de la cancerogenese chimique, due notamment 

35 a des agents alkylants. 
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L'article de B, D. Stollar : "Immunochemical Ana- 
lyses of nucleic acids", Progress in Nucleic Acid, 
/ Research and Molecular Biology, (1992), 42, 39-75, 
concerne egalement des anticorps specifiques des acides 
5 nucleiques . 

Par ailleurs, certains defauts oxydatifs de 
l'A.D.N. ont fait l'objet de plusieurs publications, 

Ainsi, l'article de G.J. West et al . : 
"Radioimmunoassay of 8-hydroxyadenine" , Int. J. Rad. 
10 Biol., (1982), 42, 481-490, decrit des dosages ra- 
dio-immunologiques de la 8-hydroxyadenine. Cette 
modification de l'A.D.N. peut survenir apres une irra- 
diation aux rayons 

L'article de P. Degan et al . , "Quantitation of 
15 8-hydroxy-2 1 -deoxyguanosine in DNA by polyclonalantibo- 
dies", Carcinogenesis, (1991), 12, 865-871, decrit des 
anticorps polyclonaux specifiques de la 

8-hydroxy-2 1 -desoxyguanosine et de la 8-hydroguanine 
Ces anticorps polyclonaux peuvent etre utilises dan's 
20 des dosages immunologiques afin d'isoler rapidement les 
deux types precites de guanosine modifiee, dans un 
echantillon d 1 urine par exemple. 

L'article de H.L. Lewis et al., "Serologic Assay 
of DNA Base Damage", Rad. Res. (1978), 75, 305-316, 
25 concerne la preparation d' anticorps polyclonaux et le 
dosage de la 5-hydroxymethyldesoxyuridine, obtenue 
apres irradiation ionisante de la thymidine. 

Enfin, l'article de S.A. Leadon et P.C. Hanawalt, 
"Monoclonal antibody to DNA containing thymine glycol", 
30 Mut. Res., (1983), 112, 191-200, concerne des anticorps 
monoclonaux de la 5, 6-dihydroxy-5, 6-dihydrothymine 
(thymine glycol) obtenue apres que de l'A.D.N. ait ete 
soumis a des radiations ionisantes ou proches de 1 'ul- 
traviolet. Ces anticorps monoclonaux ont ete obtenus en 
35 faisant fusionner des cellules de mielome de souris 
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avec des cellules de rate provenant de la lignee de 
souris BALB-c, ces souris ayant ete immunisees avec une 
poly (d-thymine) oxydee par OSO4 puis complexee avec de 
la serumalbumine de bovin methylee. Les tests sont 
effectues par des methodes ELISA. 

L f article de B . F. Erlanger et s.M. Beiser, 
"Antibodies specific for ribonucleosides and ribonu- 
cleotides and their reaction with DNA",. Proc. N.A.S, 
USA, (1964), 52, 68-74, decrit un protocole de couplage 
d f un acide nucleique avec une proteine porteuse, 
permettant de former un antigene, susceptible d'etre 
utilise dans un protocole d 1 immunisation de lapins. Ce 
protocole de couplage est represents ci-dessous. 
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R represent ant une base purinique ou pyrimidinique/ R 1 
representant H ou -PO-(OH)2 et R" representant le reste 
d'une proteine. 

Ce procede consiste a agir sur 1 ' ose d' un ribonu- 
5 cleoside par action du periodate de sodium. Le cycle de 
1'ose est ouvert entre les carbones 2 % et 3' et il se 
forme un dialdehyde. Ce dialdehyde est alors couple a 
une proteine, a un pH voisin de 9 a 9, 5. Le NaBH4 
intervient pour reduire la base de Schiff obtenue comme 
10 produit intermediaire . 

Toutefois, le procede divulgue dans cet article 
est limite a des bases nucleiques n'ayant pas subi de 
modifications . En ef f et/ avec certaines bases f r agile s 
sensibles a I'oxydation et/ou a la reduction, il serait 
15 impossible de modifier au prealable ces bases de 
nucleosides, puis de faire subir a ces nucleosides 
modifies, une etape d'oxydation par le periodate de 
sodium, suivie d'une etape de reduction par le 
borohydrure de sodium. Apres un tel traitement 
2 0 chimique, la plupart des def auts pour lesquels on 
souhaite etudier les A.D.N, modifies, seraient alteres. 

En outre, 1 1 enchainement des reactions decrit dans 
ce procede est effectue sans isoler les produits inter- 
mediaires. En consequence, un certain nombre de pro- 
25 duits parasites sont susceptibles d'apparaitre au cours 
du procede et d ' etre presents dans la proteine conju- 
guee finale. Chaque produit parasite peut potentiel- 
lement induire une reaction immunitaire qui lui est 
propre. Dans ce cas, le melange d'anticorps obtenu 
30 pourrait n'avoir qu'une faible selectivity. Ceci est le 
cas dans l 1 article de H.L. Lewis et al. precedemment 
cite, ou la molecule cible etait la 

5-hydroxymethyluracile et ou 1' anti-serum obtenu 
reconnaissait egalement la thymine qui est une base 
35 naturelle de I'A.D.N. 
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On connait egalement d'apres 1' article de T. 
Okabayashi et al., "A radioimmunoassay for 1-p 
-D-Arabinofuranosylcytosine", Cancer Res., (1977), 17, 
619-624, un procede consistant a faire reagir un derive 
de I'acide succinique avec un desoxynucleoside dont la 
base a ete modifiee, puis a creer une fonction amide 
avec 1 ? amine libre d'une proteine. Ce procede est il- 
lustre ci-dessous . 



O 



10 




I OH 
NH 



R representant une base purinique ou pyrimidinique et 
15 R ( le reste d'une proteine. 
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Le principal defaut de ce procede reside dans le 
manque de stability de la fonction ester utilisee pour 
conjuguer le nucleoside a la proteine. 

Enfin, on connait egalement d'apres un article de 
5 M.D. Friesen et al., "Isolation of Urinary 
. 3-methyladenine", Chem. Res. Toxicol., {1991), 4, 
102-106, 1'une des methodes les plus employees pour 
coupler une base nucleique alkylee a une proteine. 
Cette methode est illustree ci-dessous. 
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NH 




dans laquelle R est une proteine et EDC represente le 
chlorhydrure de l-[3-dimethylamino ) propyl]-3~ 

5 ethyldicarbodiimide . 

Cette methode differe des deux precedentes en ce 
que le produit de depart n'est ni un ribo ni un desoxy- 
ribonucleoside modifie, mais un derive alkyle de la 
base. Elle permet de former des anticorps d'une excel- 
10 lente qualite car l'haptene utilise est purifie juste 
avant sa conjuguaison a la proteine. ToutefoiS/ cette. 
technique est plus difficile a mettre en oeuvre que les 
deux precedes exposes precedemment . 

L 1 invention a consiste a mettre au point des anti- 
15 genes et des procedes de fabrication de ces antigenes 
evitant les inconvenients precedemment cites. 

A cet effet, l f invention concerne des derives de 
nucleosides caracterises en ce qu'ils repondent a la 
formule chimique suivante : 

20 




(CH^-CO-R 2 



WO 95/07907 




PCT/FR94/01070 



9 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 2 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle, un groupe aryle, une 
proteine comprenant un site amine, un aminoalkyl 
polystyrene ou une silice greffee avec une chaine 
alkylamine et R 3 represente une base substitute choisie 
parmi l'uracile, la thymine, la cytosine,la guanine ou 
1' adenine. 

On utilise 1' expression "derives de nucleosides" 
puisqu'ils sont formes a partir de nucleosides, 
toutefois dans ces derives l'ose a disparu et est 
remplace par la morpholine. 

Lorsque R 2 represente une proteine, l'antigene 
obtenu peut servir de base a la fabrication d' anti- 
corps. 

Lorsque R 2 est un aminoalkylpolystyrene ou *une 
silice greffee, par exemple, le produit obtenu est' un 
support solide auquel est lie l'haptene. De tels 
supports peuvent etre utilises dans des dosages de type 
ELISA (marque deposee) . 

L' invention concerne egalement un procede de fa- 
brication de derives de nucleosides repondant a la 
formule chimique suivante : 




(CH ) .COR 6 
2 n 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 6 represente un groupe 
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hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
represente un base substitute choisie parmi I'uracile, 
la thymine, la cytosine, la guanine ou l f adenine, 
consistant a faire reagir un agent substituant avec un 
5 derive de nucleoside repondant a la formule chimique 
suivante : 




(CH ) -COR 6 
2 n 

10 dans laquelle R 1 et R 6 ont la meme signification que 
precedemment et R 4 represente une base nucleique 
choisie parmi I'uracile, la thymine, la cytosine, la 
guanine ou 1' adenine. 

Contrairement a certains procedes connus de 1 ' art 

15 anterieur, le procede selon 1' invention ne fait pas 
intervenir de liaison ester fragile entre le nucleoside 
modifie et la proteine. Les conjugues obtenus sont done 
beaucoup plus stables et peuvent etre stockes en solu- 
tion sans etre degrades, pendant une periode plus lon- 

2 0 gue . 

Le produit de depart (III) presente une morpholine 
a la place du cycle desoxyribosidique . Ce produit est 
stable. II est en outre soigneusement purifie avant 
d'etre utilise dans le procede. Ceci evite la presence 
25 de "parasites" ou contaminants dans I'haptene fabrique. 

Enfin, le produit de depart (III) a deja subi la 
transformation du cycle osidique en cycle morpholinique 
avant que la base nucleique ne soit modifiee au cours 
du procede selon 1' invention. Cela permet d'envisager 
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la preparation d'antigenes dans lesquels les bases 
nucleiques sont oxydees ou reduites, ce qui est beau- 
coup plus difficile a obtenir si la synthese du cycle 
morpholinique intervient apres la modification de la 
base nucleique. 

L' invention concerne egalement un autre procede de 
fabrication de derives de nucleosides repondant a la 
formule chimique suivante : 



10 



R O 




N' 



(V) 



( CH 2 ) n -CO-NH-R 5 



15 



20 



dans laquelle Rl represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, r3 represente une base 
substitute choisie parmi l'uracile, la thymine, la 
cytosine, la guanine ou 1 ' adenine et R 5 represente le 
reste d'une proteine, un alkylpolystyrene ou une silice 
greffee avec une chaine alkyle, 

ce procede consistant a fai.re reagir un compose du type 
NH 2 -R 5 , dans lequel R 5 a la meme signification que 
precedemment avec un derive de nucleoside repondant a 
la formule chimique suivante : 



R'O- 



(CH ) -COOH 
2 n 



(VI) 
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dans laquelle R 1 et ont la mime signification que 

precedemment • 

Lorsque NH2-R 5 est une proteine, le produit (V) 
5 obtenu est un antigene. Lorsque NH2~R^ est un 
aminoalkylpolystyrene ou une silice greffee avec une 
chaine alkylamine, le produit (V) obtenu est un support 
solide. Ainsi, dans un procede de dosage ELISA, les 
parois des tubes a essais ou les puits des plaques 

10 pourraient etre recouverts de silice greffee, ce qui 
pourrait permettre de lier l'haptene au support de 
maniere covalente . 

Par ailleurs, la Societe Pharmacia commercialise 
un appareil destine a etudier de maniere dynamique les 

15 interactions entre molecules biologiques (connu sous la 
marque deposee BiaCore) . Le principe consiste a fixer 
une molecule sur un support solide et a faire circuler 
une solution contenant 1 ' autre protagoniste . Le support 
solide obtenu selon 1 1 invention peut etre utilise dans 

20 ce type d 1 appareil. 

Par ailleurs, l f invention concerne egalement des 
anticorps polyclonaux anti-derive de nucleosides, 
obtenus par immunisation d'un mammifere appropriee avec 
1' antigene repondant a la formule chimique suivante : 

25 




(CH ^n-CO-NH-R 5 
2 n 

dans laquelle represente H ou un acide mono, di ou 

triphosphorique lineaire, R^ represente une base nu- 



BNSDOCfD <WO 9507907A1_I_> 



WO 95/07907 



PCT/FR94/01070 



10 



13 



cleique substituee choisie parmi l'uracile, la thymine, 
la cytosine, la guanine ou 1' adenine, et R 5 represente 
une proteine ne provenant pas dudit mammifere. 

Enfin, 1' invention concerne des anticorps 
monoclonaux anti-derives de nucleosides obtenus en 
faisant fusionner des cellules de myelome d'un 
mammifere avec des cellules spleniques de souris 
immunisees par un antigene repondant a la formule 
chimique suivante : 




O, 



N" 



(V) 



( CH 2 ) n -CO-NH-R 5 



15 



20 



25 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 3 represente une base 
nucleique substituee choisie parmi l'uracile, la 
thymine, la cytosine, la guanine ou 1' adenine, et R 5 
represente une proteine ne provenant pas de la souris. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de la 
description suivante d'un mode de realisation de 1 * in- 
vention donne a titre d'exemple illustratif et non 
limitatif . 

Un premier procede de preparation des derives de 
nucleosides selon 1 ' invention consiste a utiliser un 
nucleotide ou un nucleoside deja modifie par formation 
d'une morpholine, de facon a pouvoir se lier ulterieu- 
rement par exemple avec un groupe amine appartenant a 
une proteine. 
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Le produit de depart (III) (denomme ci-apres 
"morpholinonucleoside") presente la formule chimique 
suivante : 




(ni) 



(CH ) -COR* 
2 n 



10 



15 



dans laquelle R 1 represente H ou acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 6 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 4 
represente une base nucleique choisie parmi l'uracile, 
la thymine, la cytosine, la guanine ou 1' adenine. 

Ce produit (III) peut etre obtenu par exemple 
selon un procede decrit dans 1' article de R. Rayford et 
al., "Reductive alkylation with oxydized nucleotides", 
J. Biol. Chem., (1985), 260, 15708-15713 et illustre 
ci-dessous : 



HO 




OH OH 



HO 




H C C H 



O 
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NH 2 (CH 2 )COOH 
NaCNBH 

(CH 2 ) -COOH 

R 4 ayant la meme signification que precedemment ♦ 

Ce procede consiste a faire reagir un nucleoside 
5 avec du periodate de sodium, afin d'ouvrir la liaison 
entre le carbone 2' et le carbone 3 ? . On obtient ainsi 
un dialdehyde que 1 1 on fait reagir avec du glycocolle 
pour former une double base de Schiff. On reduit cette 
double base par du NaCNBH 3 afin de conduire a un 

10 "morpholinonucleoside" . Le nucleoside utilise dans cet 
article etait l f adenosine. Toutefois, de fagon simi- 
laire, ce traitement peut etre effectue avec d'autres 
bases puriniques ou pyrimidiniques . De meme, le 
nucleoside peut etre remplace par un nucleotide dans 

15 lequel 1 ? acide phosphorique est en position 5. 

Lorsque R 6 est un groupe alkyle ou un groupe 
aryle, le produit III est un ester. II peut etre obtenu 
par le procede qui vient d'etre decrit en remplagant le 
glycocolle par un glycinate, tel qu'un glycinate 

20 d'ethyle ou de t-butyle, par exemple. De plus, ces 
derives peuvent etre transformes en esters actifs pour 
etre condense sur une fonction amine. 

Le produit de depart (III) du procede selon 1 1 in- 
vention peut egalement etre obtenu par n'importe quel 

25 autre procede. 

Les agents substituants permettant d'effectuer les 
substitutions sur les bases puriniques ou 
pyrimidiniques, sont generalement des agents qui 
entrainent des modifications oxydatives de ces bases. 
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Ces agents sont des agents chimiques ou un traitement 
physique. Les agents chimiques sont choisis par exemple 
parmi l f ozone, le peroxyde d'hydrogene, le brome 
combine a la collidine, le brome et 1 ' oxyde d' argent, 
5 le permanganate de potassium, le tetraoxyde d' osmium, 
le methanal ou AlLiH4 . Le meme resultat pourrait etre 
obtenu par action de rayonnements ionisants en presence 
ou en l f absence d'oxygene, par photochimie (U.V. puis 
photosensibilisateur) , par hydrogenation catalytique ou 
10 par traitement par le brome et I'eau puis 
hydrogenolyse . On donnera ci-apres un tableau I 
recapitulatif des agents substituants et des 
substitutions qu'ils entrainent sur les differentes 
bases puriniques ou pyrimidiniques . 
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Tableau I 



Bases nucleiques 


Agent substituant 


Bases substitutes (R 3 ) 


cytosine 

NH 2 

0 | 
H 


brome nuis ml 1 i rH 

OU 

rayonnements ionisants 
ou 

photochimie ( 
U.V. + 

photosensibilisateur 


XX 

0 | 

(5-hydroxycytosin) -lyl 


ozone 
ou 

rayonnements ionisants 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


n — c 

■ 1 0H 

(5-hydroxyhydantoine) -lyl 


rayonnements ionisants 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


-NH-CO-NH-CO-NH 2 
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uracile 


brome puis collidine 
ou 






rayonnements ionisants 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


"iV oh 


H 




(5-hydroxyuracil) -lyl 




H 2 CO 


o 

VT I i /"^TT/"~\ 

o 1 

(5-formyluracil) -lyl 


O 

\ / CHO 
N 


Al.LiH 4 


o 
II 

H \ CH-OH 


ST 




( 5-hydroxymethyluracil) -lyl 
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Tableau I (suite) 


Bases nucleiques 


Agent substituant 


Bases substitutes 
(R 3 ) 


thymine 

(ou 5-methyluracile) 

o 


rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie (U.V + 
photosensibilisateur) 


O 

tt 11 y CH OH 

AJ 

0 | 

5-hydroxymethyl- 

uracil-lyl 

ou 

O 

H\ JL.CHO 

CT N 

5- (formyl-uracil) -lyl 


ozone 
ou 

rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


-NH-CHO 
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KM n 0 4 ou O s 0 4 
ou Br2 puis Ag20 
ou 

rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie (U.V. + 
photos ens ibi lis at eur) 



hydrogene (par 
hydrogenation 
cataiytique en 
presence de Palladium 
ou de rhodium) 
ou 

photochimie (U.V. + 
photos ens ibilis a t eur ) 
ou 

rayonnement ionisant 
en 1' absence 
d 1 oxygene 



o 




5, 6-dihydro-5, .6- 
dihydroxythymin) -lyl 



o 




( 5 , 6-dihydrothymin ) - 

lyl 

ou 




(5, 6-dihydro-5- 
hydroxythymin) -lyl 
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Tableau I (suite) 



Bases nucleiques 


Agent substituant 


Bases substitutes 


adenine 

NH 2 
N ll N 

H 


H 2 0 2 


<v JL 

N^^jt N 

adenine-Nl-oxyde 


Br 2 + H 2 0 puis 

hydrogenolyse 

ou rayonnements 

ionisants 

ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur ) 


1 

N"*Sl N 

N N ^OH 

( 8-OXO-7, 8- 
dihydroadenine) -9yl 


rayonnements 
ionisants sans 
oxygene 
ou 

photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur) 


NH 2 

A^ /NHCHO 

N \nh 

[ ( 6-amino-5- 
f ormyl amino- 
pyrimidin) -4yl]amino- 
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guanine 



H — N 




Br2 puis 

hydrogenolyse 

ou 

rayonnements 
ionisants 



rayonnements 
ionisants sans 
oxygene 



photochimie (U.V. + 
photosensibilisateur ) 
ou 

oxygene singulet 



^""Si — n 



OH 



NH 



e-oxo-7, 8- 
dihydroguanin-9yl 




NHCHO 



NH 



[ <2-amino-6-oxo-5- 
f ormylamino- 
pyrimidin) -4yl]amino 



O 

N > N 



H 2 N" 



HO 



(4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo- 
guanin) -9yl 
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rayonnements 


CHr >r °-y^° 

^ N 

i 




ionisants 
ou 

photochimie (U.V. + 




phososensibiiisateur) 


[ (2 , 2-diamino-oxazyl- 
4 one) -5yl]amino 



A 1' issue du procede selon 1' invention, on obtient 
I'haptene de formule chimique suivante : 

5 




(CH ) .COR 6 
2 n 



dans iaquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 6 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
est une base substitute choisi parmi la cytosine, 
l'uracile, la thymine, 1 ? adenosine et la guanine et de 
preference l'une des bases modifiees ou substitutes du 
tableau I. 

On notera que le produit II represente un certain 
nombre de variantes possibles du produit (I) . 

On donnera ci-apres un exemple de preparation 
specif ique de l'un de ces haptenes. 
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Exemple 1 : synthese de la 2- (5-hydroxycytosine-l-yl) ■ 
4-carboxymethyl-6- (hydroxymethyl) -morpholine 

On dissout lOOmg de 1- (cytosine-l-yl ) -4- 
carboxymethyl-6-hydroxymethyl morpholine dans 5 ml 
5 d'eau. On ajoute ensuite du brome goutte a goutte, 
jusqu'au maintien de la coloration jaune. Apres 15 
minutes d* agitation a temperature ambiante, I'exces de 
brome est chasse par barbotage d'air dans la solution. 
On ajoute ensuite 200 *il de collidine et la solution 

10 est agitee pendant 2 heures, a la temperature 
ordinaire. L'eau est evaporee sous pression reduite 
puis la collodine libre est eliminee par co-evaporation 
de 5 ml d'ethanol. Le residu obtenu est analyse par 
chromatographie liquide haute pression (colonne 

15 Nucleosil 10-C18, dimensions 6x300 mm, phase mobile 
acetate de triethylammonium 50mM et methanol). 
L 1 analyse montre la presence d'un produit majoritaire 
(60%) different du compose de depart. L f analyse par RMN 
du produit collecte montre qu'il s'agit bien du compose 

20 attendu. Ce produit est caracterise par un maximum 
d 1 absorption dans 1 ' ultraviolet a 290,4 run pour un 
coefficient d' extinction moleculaire de 5700 mol.l" 1 . 
cm -1 . 

25 Le deuxieme procede selon l f invention consiste a 

traiter l'haptene (VI) obtenu a l f issue du premier 
procede de fagon a former par exemple un antigene ou 
une phase solide (film, gel) dans laquelle l'haptene VI 
est fixe au support de maniere covalente. Ce procede 

30 est rappele ci-dessous : 



BNSDOCID- <WO 9507907A1 J_> 



WO 95/07907 



PCT/FR94/01070 



R 1 O 





N 



R - NH 2 



(CH 2 )-COOH 



(CH ) -CO-NH-R 5 



2 n 



(VI) 



(V) 



10 



15 



20 



R 1 et R 3 a la meme signification que precedemment et R 5 
represente le reste d'une proteine, un alkyl 
polystyrene ou une silice greffee avec une chaine 
alkyle . 

L'haptene de depart (VI) est pur i fie par chroma- 
tographic liquide a haute pression avant d'etre couple 
au radical NH2~R^. Ce radical R^ peut etre une pro- 
teine. Celle-ci est choisie par exemple parmi la serum- 
albumine de bovin methylee, 1 ? ovalbumine de dinde ou de 
poulet ou les hemocyanines et notamment la KLH 
correspondant au terme anglais "keyhole limpet 
hemocianin", c'est-a-dire une proteine du coquillage 
connu sous le nom de bernique. On obtient alors un 
antigene susceptible d'etre utilise dans la fabrication 
d'anticorps. Lors de la fabrication d'anticorps 
polyclonaux, la proteine sera choisie de fagon a etre 
d'une nature differente de celle de l f animal utilise 
pour la production d'anticorps. Les proteines precitees 
sont bien adaptees lorsque 1 1 on souhaite immuniser un 
lapin . 

Le radical NH2-R 5 peut etre egalement un 
aminoalkylpolystyrene ou une silice greffee avec une 
chaine alkylaminee. On obtient alors un film ou un gel 
dans lequel 1'haptene est lie de maniere covalente au 
support . 
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On notera que le produit (V) represente un certain 
noinbre des variantes possibles du produit (I) . 

On donnera ci-apres un exemple de realisation de 
ce procede. 

5 Exemple 2 : Syn these d'un conjugue haptene-proteine 
(antigene) : 

On dissout 30mg (90 (omoles) de l-(5- 
hydroxycytosine-i-yl-) -4-carboxymethyl-6-hydroxy- 
methylmorpholine dans 2 ml d'eau. Ce compose dissous 

10 dans 1 1 eau est ajoute, en 3 heures, a 5 ml d'une solu- 
tion contenant 35 mg (180 fimoles) de E.D.C. (N'-(3- 
dimethylaminopropyl ) -N-ethylcarbodiimide (chlorhydrate) ) 
et 80 mg de serumalbumine de bovin. Apres avoir laisse 
reposer cette solution pendant une nuit a temperature 

15 ambiante/ 1 1 eau est evaporee sous pression reduite et 
le residu obtenu est dissous dans 2 ml d'eau et analyse 
par chromatographie d' exclusion, (colonne Fractogel 
T-SK-HW4 0 de Merck, dimensions 20x400 mm, phase mobile 
NaCl 0,15 M) . 

20 Le produit elue en premier est collecte, dialyse 

centre de l'eau et la solution obtenue est alors lyo- 
philisee.. On mesure alors la charge du produit en hap- 
tene. Cette mesure est obtenue en comparant le spectre 
d' absorption U.V. de la proteine d'origine a celui de 

25 la proteine gref fee sur le nucleoside modifie. La com- 
paraison de l f absorption a 270 et 300 run permet de 
determiner que 7,8 moles de 1- ( 5-hydroxycytosin-l-yl ) - 
4-carboxymethyl-6-hydroxymethylmorpholine sont gref f es 
par mole de proteine. 

30 

L f invention concerne enfin les anticorps specif i- 
ques des antigenes (V) obtenus par le procede 
precedent, dans lequel R 5 represente le reste d'une 
proteine. 
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Les anticorps polyclonaux sont obtenus de fa^on 
tout a fait classique par injection a des lapins, comme 
cela sera detaille ci-apres. Toutefois, l 1 anticorps 
obtenu est nouveau puisqu'il est specif ique du nouvel 
5 antigene precedemment prepare. 

On donnera ci-apres un exemple de preparation de 
ces anticorps polyclonaux. 

Exemple 3 : preparation d' anticorps polyclonaux speci- 
fiques de 1 'antigene de l'exemple 2 

10 Le protocole d 1 immunisation a ete realise a partir 

de deux lapins femelles de race NZ "S.S.C." de 2 kg qui 
ont ete traites de la fagon decrite ci-apres. 

Une emulsion a ete preparee en melangeant 1 mg par 
litre du.conjugue haptene-proteine precedemment prepare 

15 dans l'exemple 2, avec 1 ml d f adjuvant complet de 
Freund. Chaque lapin femelle a recu 10 injections de 
100 pil de 1' emulsion precitee, dans le cou et sur* le 
dos. Quatre semaines apres les premieres injections, 
les lapins ont recu un premier rappel, pratique dans 

20 des conditions identiques. Apres un nouvel intervalle 
de 4 semaines, ils regoivent un nouveau rappel. 
Celui-ci est pratique par injection intramusculaire, au 
niveau de la hanche, de 0,5 ml d'une emulsion formee de 
1 mg/ml de conjugue haptene-proteine et de 1 ml d'adju- 

2 5 vant incomplet de Freund. 

Deux semaines plus tard, on preleve 2 a 5 ml de 
sang au niveau de l'oreille du lapin. Le serum re- 
. cueilli permet d'effectuer les premiers tests. Enfin, 
quatre semaines apres le second rappel, un troisieme 

30 rappel est effectue par injection intramusculaire selon 
le meme principe que celui du deuxieme rappel. Deux 
semaines plus tard, les lapins sont sacrifies et l'on 
recueille le maximum de leur sang dont le serum 
contient les anticorps specif iques de l f antigene 

35 precite. 
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Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus de 
fagon classique en faisant fusionner des cellules de 
myelome d'un mammifere tel qu'une souris avec des 
cellules de rate provenant par exemple de la lignee des 
5 souris BALB/c, ces souris ayant ete immunisees par 
l'antigene (V) constitue par le morpholino nucleoside 
modi fie lie a la proteine porteuse, (R 5 representant 
une proteine) . Ces anticorps sont specifiques des 
nouveaux antigenes obtenus par le procede selon 
10 1' invention. 

On donnera ci-apres un exemple de preparation de 
ces anticorps monoclonaux. 

Exemple 4 : preparation d' anticorps monoclonaux 
specifiques de l'antigene de l f exemple 2 (l- (5- 
15 hydr oxy cy t os i n - ly 1 ) - 4 - carboxyme thy 1 -6- 
hydroxyme thylmorpholi ne ) 

Immunisation : 

Une suspension de l'antigene de 1' exemple 2 
precite a ete emulsionnee dans un volume identique 

20 d' adjuvant complet de Freund. Cette emulsion a ete 
injectee par voie intra-peritoneale a des souris 
femelles de la lignee BALB/c, agees de 6 a 8 semaines, 
a raison d'une dose de 0,1 ml d'emulsion. Trois 
semaines plus tard, une injection de rappel par voie 

25 intra-peritoneale est effectuee avec une emulsion de 
l'antigene de 1 ' exemple 2 et d f adjuvant incomplet de 
Freund. Deux semaines apres cette injection de rappel, 
1 1 immunisation finale est realisee par une injection 
dans les veines de la queue de la souris, cette 

30 injection comprenant l'antigene de 1' exemple 2 dissous 
dans du NaCl 0, 15 M 

Fusion cellulaire et clonage : 

Trois jours apres la derniere injection de rappel, 
les rates ont ete prelevees sur les souris et broyees. 
35 Les cellules de rate ont ete lavees dans du milieu de 
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Dulbecco modifie ne contenant pas de serum (DMEM) . 10 8 
cellules de rates ont ete melangees a 10 7 cellules de 
myelome puis centrifugees a SOOxg pendant 7 minutes a 
temperature ambiante. On a elimine le milieu et 
5 recupere le culot de centrif ugation auquel on a ajoute 
0,8 ml de PEG 4000 a 50% (Merck), sur une periode de 1 
minutes avec agitation douce a 37 °c. On y a ensuite 
ajoute du milieu de Dulbecco modifie, a raison de 1 ml 
pendant 1 minute, puis de 20 ml pendant 5 minutes. Les 

10 cellules ont ete centrifugees a 200xg pendant 10 
minutes puis le culot de centrif ugation a ete remis en 
suspension dans 15 ml de DMEM et 10% de FBS (serum 
foetal de bovin) . Des aliquots de 0,05 ml ont ete 
distribues dans des plaques munies de puits de culture 

15 revetus de macrophages. On a laisse incuber les plaques 
pendant 24 heures a 37°C avant d'ajouter dans le spuits 
de 1 'hypoxanthine (1.10" 4 M) de 1 ' amethopterine (4.10~ 7 
M) et de la thymidine (1,6.10" 5 M) dans du DMEM (milieu 
HAT). Sept jours apres la fusion, on a ajoute 0,025 ml 

20 de milieu HAT dans chaque puits et on a ensuite 
renouvele le milieu tous les 3 a 4 jours. Les colonies 
ont ete testees par la methode ELISA pour leur activite 
a l'encontre de l'antigene de I'exemple 2. Seules, les 
cellules correspondant aux puits positifs ont ete 

25 donees . 
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RE VEND I CATIONS 

1. Derives de nucleosides caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule chimique suivante : 




(I) 



(CH 2 ) n -CO-R 2 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, R 2 represente un groupe 
hydroxyle, un groupe alkyle, un groupe aryle, une 
10 proteine comprenant un site amine libre, un aminoalkyl 
polystyrene ou une silice greffee avec une chaine 
alkylamine et R 3 represente une base substitute choisie 
parmi l'uracile, la thymine, la cytosine,la guanine ou 
1 ■ adenine . 

15 2. Derives de nucleosides selon la revendication 

1, caracterises en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la ( 5-hydroxyhydanto*ine) -lyl, -NH- 
C0-NH-C0-NH2/ le { 5-hydroxyuracil) -lyl , le (5- 
f ormyluracil) -lyl/ le ( 5-hydroxymethyluracil ) -lyl, -NH- 

20 CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 1 adenine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroadenine ) - 
9yl, la [ ( 6-amino-5-f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
( 8-OXO-7 , 8-dihydroguanin) -9yl f la [ (2-amino-6-oxo-5- 

25 f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la ( 4 , 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
4 one) -5yl]amino . 

3. Derives de nucleosides selon la revendication 1 
ou 2, caracterise en ce que R 2 represente une proteine 
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choisie parmi la serumalbumine de bovin methylee, 

1 ' ovalbumine de dinde ou de poulet ou les hemocyanines . 

. 4. Procede de fabrication des derives de nucleosi- 
des repondant a la f ormule chimique suivante : 



K l O 




N' 



(n> 



10 



15 



(CH ) . C OR C 
2 n 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
tri-phosphorique lineaire, represente un groupe 

hydroxyle, un groupe alkyle ou un groupe aryle et R 3 
represente un base substitute choisie parmi l'uracile, 
la thymine, la cytosine, la guanine ou 1' adenine, 
consistant a faire reagir un agent substituant avec un 
derive de nucleoside repondant la formule chimique 
suivante : 



(III) 




(CH ) -COR 6 
2 n 



dans laquelle R 1 et R 6 ont la meme signification que 
precedemment et R 4 represente une base choisie parmi 
20 l'uracile, la thymine, la cytosine, la guanine ou 
1 ' adenine . 

5. Procede de fabrication selon la revendication 
4, caracterise en ce que 1' agent substituant est un 
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agent chimique choisi parmi 1 'ozone, le peroxyde 
d'hydrogene, le brome combine a la collidine, le brome 
et Ag20, le permanganate de potassium, le tetraoxyde 
d' osmium, le methanal ou AlLiH 4 . 
5 6. Precede de fabrication selon la revendication 

4, caracterise en ce que 1 ' agent substituant est un 
traitement choisi parmi la photochimie, les 
rayonnements ionisants en presence ou en absence 
d'oxygene, 1 f hydrogenation catalytique ou le traitement 

10 par le brome et l'eau, puis 1 ' hydrogenolyse . 

1. Procede de fabrication selon la revendication 
4, caracterise en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantoxne) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH 2 , le < 5-hydroxyuraci 1 ) -lyl, le (5- 

15 formyluracil) -lyl, le ( 5-hydroxymethyluracil ) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
!yl/ 1 1 adenine-Nl-oxyde, la (8 — oxo-7,8- 

dihydroadenine) -9yl, la [ ( 6-amino-5- f ormylamino- 

20 pyrimidin) -4yl]amino, la (8-oxo-7, 8-dihydroguanin) -9yl, 
la [ (2-amino-6-oxo-5-formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, 
la (4, 8-dihydro-4-hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ 
( 2 , 2-diamino-oxazol-4one) -5yl]amino . 

8. Procede de fabrication d'un derive de nucleo- 

25 side repondant a la formule chimique suivante : 




( CH 2 ) n -CO-NH-R 5 
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10 



dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 5 represente le reste d'une 
proteine, un alkyl polystyrene ou une silice greffee 
avec une chaine alkyle et R 3 represente une base sub- 
stitute choisie parmi l'uracile, la thymine, la cytosi- 
ne, la guanine ou 1* adenine, 

ce procede consistant a faire reagir un compose du type 
NH 2 -R 5 , dans lequel R 5 a la meme signification que 
precedemment, avec un derive de nucleoside repondant a 
la formule chimique suivante : 



R* O 




O, 



N" 



(VI) 



(CH ) -COOH 
2 n 



dans laquelle R 1 et R 3 ont la meme signification que 

15 precedemment. 

9. Procede de fabrication selon la revendication 
8, caracterise en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la ( 5-hydroxyhydantoine) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH 2 , le (5-hydroxyuracil) -lyl, le (5- 

20 formyluracil) -lyl, le ( 5-hydroxymethyluracil ) -lyl , -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 ' adenine-Nl-oxyde, la ( 8-oxo-7, 8-dihydroadenine) - 
9yl, la [(6-amino-5-formylamino-pyrimidin)-4yl]amino,- la 

25 (8-OXO-7, 8-dihydroguanin)-9yl, la [ (2-amino-6-oxo-5- 
formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4 , 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2 , 2-diamino-oxazol- 
4one) -5yl]amino . 
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PCT/FR94/01070 



10. Anticorps polyclonaux anti-derive de nucleo- 
side, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
immunisation d'un itiammifere approprie avec l'antigene 
repondant a la formule chimique suivante : 

5 




(CH 2 ) n' CO " NH " R5 



dans iaquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 3 represente une base nu- 
10 cleique substitute choisie parmi I'uracile, la thymine, 
la cytosine, la guanine ou l 1 adenine, et R 5 represente 
une proteine ne provenant pas dudit mammifere. 

11. Anticorps polyclonaux selon la revendication 
10, caracterises en ce que R 5 represente une proteine 

15 choisie parmi la serumalbumine de bovin methylee, 
1 f ovalbumine de dinde ou de poulet ou les hemocyanines . 

12. Anticorps polyclonaux selon la revendication 
10, caracterises en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la ( 5-hydroxyhydantoine ) -lyl, -NH- 

20 CO-NH-CO-NH2, le (5-hydroxyuracil) -lyl, le (5- 
f ormyluracil) -lyl, le ( 5-hydroxymethyluracil ) -lyl, -NH- 
CHO, la ( 5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 
dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, 1 1 adenine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroadenine) - 

25 9yl, la [ ( 6-amino-5-f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
(8-oxo-7, 8-dihydroguanin) -9yl, la [ ( 2-amino-6-oxo-5- 
f ormylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
4one) -5yl]amino . 
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13. Anticorps monoclonaux anti-derives de 
nucleoside, caracterises en ce qu'ils sont obtenus en 
faisant fusionner des cellules de myelome d'un 
mammifere avec des cellules spleniques de souris 
5 immunisees par un antigene repondant a la formule 
chimique suivante : 




( CH 2 ) n -CO-NH-R 5 



10 dans laquelle R 1 represente H ou un acide mono, di ou 
triphosphorique lineaire, R 3 represente une base nu- 
cleique substitute choisie parmi l'uracile, la thymine, 
la cytosine, la guanine ou 1* adenine, et R 5 represente 
une proteine ne provenant pas de la souris. 

15 14. Anticorps monoclonaux selon la revendication 

13, caracterises en ce que R 5 represente une proteine 
choisie parmi la serumalbumine de bovin methylee, 
l'ovalbumine de dinde ou de poulet ou les hemocyanines . 
15. Anticorps monoclonaux selon la revendication 

20 13, caracterises en ce que R 3 est choisi parmi la (5- 
hydroxycytosin) -lyl, la (5-hydroxyhydantoine) -lyl, -NH- 
CO-NH-CO-NH 2 , le (5-hydroxyuracil) -lyl, l e (5- 
formyluracil) -lyl, le (5-hydroxymethyluracil) -lyl, -NH- 
CHO, la (5, 6-dihydro-5, 6-dihydroxythymin) -lyl, la (5,6- 

25 dihydrothymin) -lyl, la (5, 6-dihydro-5-hydroxythymin) - 
lyl, l'adenine-Nl-oxyde, la (8-oxo-7, 8-dihydroadenine) - 
9yl, la [ ( 6-amino-5-formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la 
(8-oxo-7,8-dihydroguanin)-9yl, la [ (2-amino-6-oxo-5- 
formylamino-pyrimidin) -4yl]amino, la (4, 8-dihydro-4- 
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hydroxy-8-oxo-guanin) -9yl ou la [ (2, 2-diamino-oxazol- 
4one) -5yl]amino. 
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